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© Liposomen, enthaltend Chlorhexidindiacetat Oder Chlorhexidingluconat 

® Es werden Liposomen beschrieben, die Chlorhe- 
xidindiacetat Oder Chlorhexidindigluconat verkapselt 
enthalten und deren Zusammensetzung neben Dop- 
pelschicht bildenden Lipiden zusatzlich Tenside um- 
fafit. 

Als Vorteile gegenOber der freien Form des 
Chlorhexidins konnen bei der liposomalen Darbie- 
tung die hohere und langere Wirksamkeit sowie ge- 
ringere Nebenwirkungen angefuhrt werd n. 



Rank Xerox (UK) Business Services 

(3.10/3.09/3.3.O 



1 



EP 0 613 685 A1 



2 



Die Erfindung betrifft Liposom n, die zur spe- 
ziellen Anwendung von Chlorhexidin fiir Desinfek- 
tion und medizinische Zw eke dienen. 

Die Haufung bakterieller Plaques auf der Zahn- 
oberflache Oder im Zahnfleischgewebe ist der 
hauptsachliche atiologische Faktor fur beginnenden 
Zahnverfall, Zahnfleischentzundung und Wurzel- 
hautentzundung. In all diesen Fallen besteht die 
Vorsorge in erster Linie in der taglichen hauslichen 
Mundhygiene, d. h. Zahneputzen und Reinigung 
der Zahnzwischenraume, sowie in regelmaBigen 
zahnarztlichen Behandlungen, bei denen bakterielle 
Plaques und Zahnstein meist mit Hilfe von Schleif- 
materialien entfernt werden. Obwohl diese Thera- 
pie- und VorsorgemaBnahmen bei korrekter Durch- 
fuhrung durchaus wirkungsvoll sein konnen, sind 
sie doch in mancher Hinsicht beschrankt. So muB 
die hausliche Mundhygiene regelmaBig und sorg- 
faltig erfolgen. Die Entfernung von Plaques aus den 
Zahnzwischenraumen erfordert manuelle Geschick- 
lichkeit, die beispielsweise Kinder, altere Menschen 
oder Behinderte nicht besitzen. Wie regelmaBig 
eine Zahnreinigung erfolgt, hangt aufierdem stark 
von Motivation und Erziehung ab. Von noch groBe- 
rer Bedeutung ist es jedoch, daB die vollstandige 
Entfernung von bakteriellen Plaques und Zahnstein 
in fortgeschrittenen Fallen von Wurzelgabelung und 
Zahnfleischtaschen (mit einer Tiefe von mehr als 4 
bis 5 mm vom Zahnfleischrand bis zum Grund des 
Defekts) extreme Schwierigkeiten bereitet. Dies ist 
selbst dann der Fall, wenn man eine Eingriff durch- 
fuhrt, urn einen Zugang fur die Reinigung zu erhal- 
ten. In vielen Fallen versagt die Behandlung von 
Periodontitis daher, weil es nicht gelingt, Zahnstein 
und verunreinigten Wurzelzement aus dem betrof- 
fenen Bereich wahrend der Behandlung vollstandig 
zu entfernen, oder weil der Patient nicht in der 
Lage ist, die Anzahl der bakteriellen Plaques wah- 
rend der Pflegephase unterhalb einer kritischen 
Grenze zu halten. 

Auch die bisher wirkungsvollste chemische Metho- 
de, urn die Bildung bakterieller Plaques zu verhin- 
dern, namlich die Verwendung von Chlorhexidin als 
1,2 bis 2 %ige Losung zur zweimaligen taglichen 
Mundspiilung von jeweils 2 Minuten, weist Nachtei- 
le auf. Besonders bei Rauchern, Tee- oder Kaffee- 
trinkern fQhrt diese Methode zu Zahnverfarbungen, 
die einer taglichen Anwendung entgegenstehen. Zu 
den weiteren Ursachen der Zahnverfarbung geho- 
ren auBerdem die Nekrose der Zahnpulpa, endo- 
dontische Zahnbehandlungen und die Alterung der 
Zahne, wobei es in letzterem Fall auch eine Rolle 
spielt, ob Abbaupartikel von bakteriellen Plaques 
(gefarbt beispielsweise durch Rauch, Nahrungsmit- 
tel oder Getranke) in die auBere Schicht des Zahn- 
schmelzes eingebaut werden. Die relativ weit ver- 
breitete Zahnverfarbung verursacht durch Chlorhe- 
xidin ist dosisabhangig. Auch wenn bei der Anwen- 



dung einer 0,21 %igen Chlorhexidinlosung, vergli- 
chen mit einer 2 %igen, keine so drastische Verfar- 
bung der Zahne auftritt, so bleibt sie doch in 
groBes. bisher ungelostes Problem. 
5 Andere Nebenwirkungen von Chlorhexidin, ange- 
wandt in der Mundhohle, sind Geschmacksbeein- 
trachtigung, exfoliative Irritation der Mundschleim- 
haut (eine Folge der Alkoholkomponente in der 
Chlorhexidinlosung, meist 10 % Alkohol) und eine 

to erleichterte Zahnsteinbildung. 

Diese Nebenwirkungen schranken den Einsatz von 
Chlorhexidin stark ein und haben die Suche nach 
. Alternativen stimuliert. Bis heute ist es nicht gelun- 
gen, einen anderen Wirkstoff zu finden, der dassel- 

75 be Wirkungsspektrum auf die Plaqueinhibierung * 
und die Beseitigung von Plaque hat. Desgleichen 
ist bisher vergeblich versucht worden, Chlorhexidin 
haltige Formulierungen so zu verandern, daB keine 
Nebenwirkungen auftreten. 

20 Die Losung des Problems wurde erfindungsgemaB 
dadurch erreicht, daB Chlorhexidin in Liposomen 
entsprechend der Zusammensetzung in Anspruch 
1 verkapselt werden. Spezielle Ausfuhrungen wer- 
den durch die Unteranspruche wiedergegeben. 

25 Unter Liposomen werden hier kugelformige Ve- 

sikel aus einer oder mehreren Lipiddoppelschichten 
mit einem wassrigen Innenraum verstanden. Uber- 
raschend wurde festgestellt, daB sich Chlorhexidin 
in Liposomen, die neben den Doppelschicht bilden- 

30 den Lipiden zusatzliche Tenside enthalten, stabil 
verkapseln laBt. Derartig liposomal verkapseltes 
Chlorhexidin kann nicht nur mit hoherer Effiziehz 
sondern auch mit lang andauernder Wirkung einge- 
setzt werden. 

35 Zur Herstellung der Liposomen sind Doppelschicht 
bildende Membrankomponenten erforderlich, also 
amphiphile Substanzen wie Lipide oder Lipoide, d. 
h. Substanzen mit polaren, hydrophilen Kopfgrup- 
pen und unpolaren lipophilen Resten, wie sie fur 

40 die Liposomenbildung ublicherweise verwendet 
werden. ZweckmaBig werden vorzugsweise physio- 
logisch vertragliche, natUrliche Lipide, wie Steroide, 
Phospholipide, Sphingolipide und Glykolipide ver- 
wendet. Bevorzugte Verbindungen umfassen Cere- 

45 broside und Ceramide, naturliche Phosphocholine, 
Phosphatidsauren oder Phosphatidylglycerole, so- 
wie gegebenenfalls Lysophospholipide und Fett- 
sauren und deren Derivate. 

ErfindungsgemaB wurde festgestellt, daB die 

so Chlorhexidin-Liposomen besonders rasch in die 
Haut und Schleimhaut penetrieren und besonders 
gut auf Zellen in vivo wirken, wenn den Lipiden, 
welche die Liposomenmembran bilden, zusatzlich 
Tenside zugesetzt werden. Die Art der zuzusetzen- 

55 den Tenside hSngt von ihrer physiologischen Ver- 
traglichkeit ab. Vorzugsweise werden Substanzen 
biologischer Herkunft eingesetzt, z. B. Gallensau- 
ren und ihre Derivate, Glukoside, Maltoside und 
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Die Verkaps lung von Chlorhexidin in Liposo- 
men fuhrt zu iner signifikanten Dosisreduktion bei 
gleich r Wirksamkeit, verglichen mit der fr ien 
Form. Nebenwirkungen, wie z. B. die Zahnverfar- 
5 bung, werden stark reduziert oder treten erst gar 
nicht auf. 

Neben der Beseitigung und zur Vorbeugung von 
bakterieller Plaquebildung konnen die erfindungs- 
gemaBen Chlorhexidin-Liposomen auch bei der 
to chemischen Wundbehandlung von Zahnfieischta- 
schen, bei der Behandlung periodisch auftretender 
aphtoser Mundschleimhautentzundung, zur periapi- 
kalen bakteriellen Dekontamination von Wurzelka- 
nalen bei der endodontischen Therapie, bei Candi- 
75 da-Mykosen an Mund- und Zungenschleimhaut, bei 
den verschiedenen Formen der Gingivitis und der 
gingivalen Hyperplasie und bei der bakteriellen 
Desinfektion epidermaler, mesoderrnaler und mu- 
kosaler Gewebe verwendet werden. Die Anwen- 
20 dung von liposomalem Chlorhexidin ist jedoch nicht 
auf den Bereich der Zahnmedizin oder der 
Mundhygiene beschrsmkt, sondern erstreckt sich 
auch auf andere medizinische Gebiete, wie z. B. 
der Wunddesinfektion, preoperative Hautdesinfek- 
25 tion, Augen-, Blasen-, Pleural- und Peritoneal-Spu- 
lungen und das Impragnieren von Gazetupfern. 

Mit der erfindungsgemaBen Liposomenprapara- 
tion wird demnach ein Mittel zur Verfugung gestellt, 
das nicht nur eine stabile sondern auch eine wir- 
30 kungsvollere Anwendungsform von Chlorhexidin 
darstellt. Weitere Vorteile sind, daB das Verfahren 
einfach anzuwenden ist und die Chlorhexidinliposo- 
men ausgezeichnet gewebevertraglich sind. 

35 Beispiel 



Thioglukoside sowie Lysophospholipide. Besonders 
bevorzugte Verbindungen sind Natriumcholat, Na- 
triumdesoxycholat, Natriumglykocholat, Natriumtau- 
rocholat, aber auch Polyoxyetylene, Brij 56 und Brij 
76. sowie Tween 80. Lipid (L) und Tensid (D) 
werden zweckmaBig in einem Molverhaltnis UD 
von 0,5 bis 40 eingesetzt, vorzugsweise 2 bis 20, 
besonders bevozugt 3,1 bis 5,5. 
ErfindungsgemaB werden die Liposomen herge- 
stellt, indem man. die lipiden Membrankomponen- 
ten und Chlorhexidin entweder als solche oder ge- 
lost in einer geringen Menge eines physiologisch 
vertraglichen, mit Wasser mischbaren Losungsmit- 
tels, z. B. Alkohol, mit einer wassrigen Losung der 
Tenside kombiniert. Die wassrige Losung kann au- 
Berdem beispielsweise Salze, wasserlosliche Wirk- 
stoffe oder Puffersubstanzen enthalten. Gegebe- 
nenfalls konnen weitere fur die Liposomenherstel- 
lung Ubliche Zusatz- und Hilfsstoffe wie Gelbildner, 
Membranstabilisatoren und Konservierungsstoffe, z. 
-B. Antioxydantien, sowie Oligopeptide und Proteine 
eingesetzt werden, die dem System zu jedem be- 
liebigen Zeitpunkt entweder zusammen mit Lipiden 
und Tensiden oder aber getrennt von ihnen zuge- 
fuhrt werden konnen. t 
Die Vesikelbildung erfolgt durch Storung des Sy- 
stems, indem man der heterogenen Mischung aus 
Lipiden und Tensiden mechanische Energie zu- 
fuhrt. Dies kann z. B. durch Schutteln, Ruhren oder 
durch andersartige Einwirkung von Scherkraften, z. 
B. durch Filtrieren, erfolgen. Bevorzugt wird eine 
Storung des Systems mit Hilfe einmaliger Filtration. 
Man arbeitet hierbei vorzugsweise bei einem gerin- 
gen Uberdruck von 1 bis 6 bar. Der Porendurch- 
messer der Filter liegt zweckmaBig zwischen 0,1 
und 0,8 urn, vorzugsweise zwischen 0,15 und 0,3 
urn. Soil die LiposomenprSparation steril erhalten 
werden, so betragt die obere Grenze des Poren- 
durchmessers 0,22 urn. Die Herstellungstempera- 
tur wird der Nutz- und Tragerstoffwahl angepaBt aq 
und liegt zweckmaBig zwischen 0 und 95 'C: 
Vorzugsweise arbeitet man in einem Temperatur- 
bereich von 18 bis 70 *C; besonders bevorzugt fiir 
die Lipide mit fluiden Ketten ist der Temperaturbe- 
reich zwischen 18 und 38 *C, fur die Lipide mit 45 
geordneten Ketten zwischen 45 und 60 Q C. 
Der pH-Wert liegt zweckmaBig in einem Bereich 
von 1 bis 10. Vorzugsweise wird im pH-Bereich 
zwischen 4 und 8, besonders bevorzugt zwischen 5 
und 6,5 gearbeitet so 
Als Ergebnis einer derartigen Praparationsmethode 
erhalt man uberwiegend unilamellare Liposomen. 
Der Anteil des zu verkapselnden Chlorhexidins ist 
abhangig vom jeweiligen Anwendungsgebiet und 
der Loslichkeit des Chlorhexidins. ZweckmaBig 55 
liegt die Chlorhexidinkonzentration zwischen 0,01 
und 3 %, die der Membranbildner zwischen 0,5 
und 10 %. 



1 g Chlorhexidindiacetat bzw. Chlorhexidindi- 
gluconat und 4 g Sojalecithin werden in 4 ml Etha- 
nol gelost. 0,04 g Kochsalz und 0,56 g Natriumcho- 
lat werden in 43 ml Wasser bidest. gelost. Beide 
Losungen werden innig vermischt und die hetero- 
gene Mischung bei 5 bar sterilfiltriert. Die resultie- 
rende Liposomendispersion wird auf den ge- 
wunschten pH-Wert eingestellt und auf die in der 
nachfolgend geschilderten vorlaufigen klinischen 
Cross over-Studie eingesetzte Chlorhexidinkonzen- 
tration verdOnnt. 

In der Studie wurde liposomales Chlorhexidin mit 
einer Chlorhexidinkonzentration • von 0,05 % (LC) 
gegen ein handelsubliches Chlorhexidinprodukt mit 
einer Chlorhexidinkonzentration von 0,12 % (CC) 
getestet. Eine dritte Gruppe in der Studie wurde 
mit NaF-Losung als Placebo behandelt (F). 
An dieser Studie nahmen 7 Frauen teil, 21 bis 39 
Jahre alt, jede mit mindestens 22 Zahnen, medizi- 
nisch gesund und ohne Zahnverfall, Gingivitis oder 
Periodontitis. Die Studie wurde eingeteilt in 3 Ab- 
schnitte von jeweils 4 Tagen. Fur jeden Zeitab- 



3 



5 EP 0 613 685 A1 6 



schnitt wurde folgendes Protokoll durchgefuhrt: 
Nach sorgfaltiger, profession Her Plaque-Entfer- 
nung, also Beginn mit inem Plaqueindex von Null 
(gemaB Silness Loe Klassifizierung), wurden die 
Teilnehmer gebeten, mit dem Zahneputzen aufzu- s 
horen und statt dessen Mundspulungen, 2 mal 
taglich 2 Minuten mit 10 ml einer der drei Losun- 
gen durchzufGhren und das Ober einen Zeitraum 
von 4 Tagen. Am Ende dieses Zeitabschnitts wur- 
de ein Plaquedetektor (Trace, Lorvic) benutzt und w 
ein bakterieller Plaqueindex fur die 12 Vorderzahne 
bei jedem Teilnehmer bestimmt. Danach wurde 
den Teilnehmern gestattet, ihr gewohntes Zahne- 
putzen fur die folgenden 2 1/2 Tage wieder aufzu- 
nehmen, bevor eine neue 4 Tage-Testperiode mit 75 
einer der anderen Losungen begonnen wurde. 
Die erhaltenen Daten bezOglich der Plaqueindices 
wurden an der Abteilung fur Statistik der Universi- 
tat Barcelona ausgewertet, wbbei der Kruskel-Wal- 
lis Test fur die Varianz herangezogen wurde. Die 20 
Ergebnisse zeigen einen signifikanten Unterschied 
zwischen CC und F, ebenso zwischen LC und F (in 
beiden Fallen Signifikanzlevel = 0,00001). Der Ver- 
gleich zwischen CC und LC zeigte keine Unter- 
schiede (Signifikanzlevel = 0,0995). Statistisch si- 25 
gnifikante Unterschiede wurden zwischen den 
Chlorhexidinlosungen und dem Placebo gefunden, 
wenn alle 3 Testlosungen zusammen ausgewertet 
wurden (Signifikanzlevel = 0,00001). 

Wahrend der Dauer der Studie wurden mit den 30 
Chlorhexidin-Liposomen keine Nebenwirkungen be- 
obachtet, wie sie im Allgemeinen mit handelsubli- 
chem Chlorhexidin bemerkt werden. 
Basierend auf dem gegenwartigen Wissensstand 
Ober Liposomen als Arzneistofftrager erscheint es 35 
vernunftig, sowohl eine substantielle Verbesserung 
als auch eine stark verbesserte Penetrationsfahig- 
keit von liposomalem Chlorhexidin zu erwarten, 
verglichen mit der freien Form des Chlorhexidins. 

40 

Pate ntansprii che 

1. Liposomen, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
Chlorhexidindiacetat Oder Chlorhexidindigluco- 

nat verkapselt enthalten und ihre Zusammen- 45 
setzung neben Doppelschicht bildenden Lipi- 
den zusatzlich Tenside umfaBt. 

2. Liposomen nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Lipide und/oder Tenside phy- so 
siologisch vertragliche Verbindungen, bevor- 
zugt naturlichen Ursprungs, sind. 

3. Liposomen nach einem der AnsprGche 1 bis 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Lipide ausge- 55 
wahlt sind aus der Gruppe der Phospholipide, 
Sphingolipide und Glykolipide. 



4. Liposomen nach mindestens einem der An- 
spruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Tenside ausgewahlt sind aus der Gruppe 
der Gallensauren und ihrer Derivate, sowie de- - 
ren physiologisch vertraglichen Salzen. 

5. Liposomen nach mindestens einem der An- • 
sprOche 1 bis 4 t dadurch gekennzeichnet, daB 
die Tenside ausgewahlt sind aus Natriumcho- ■ 
lat, Natriumdeoxycholat, Natriumglykocholat, 
Natriumtaurocholat Oder Natriumtaurodeox- 
ycholat. 

6. Liposomen nach mindestens einem der An- 
spruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
das molare Verhaltnis von Lipiden (L) zu Ten- 
siden (D) 0,5 bis 40, vorzugsweise 2 bis 20, 
besonders bevorzugt 3,1 bis 5,5 betragt. 

7. Liposomen nach mindestens einem der An- 
sprOche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie zusatzlich mindestens einen der ublichen 
Hilfs- und Zusatzstoffe, vorzugsweise Gelbild- 
ner und Membranstabilisatoren, umfassen. 

8. Liposomen nach mindestens einem der An- 
spruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Doppelschicht bildenden Lipide und Chlor- 
hexidin entweder als solche Oder gelost in 
einer geringen Menge eines mit Wasser 
mischbaren und zweckmaBig physiologisch 
vertraglichen Lbsungsmittels mit einer wassri- 
gen Losung von Tensiden kombiniert werden 
und die Liposomenbildung in der erhaltenen 
heterogenen Mischung durch Zufuhr mechani- 
scher Energie, insbesondere durch Schutteln, 
ROhren oder Filtrieren, eingeleitet wird. 
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